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ヒ ト神経膠腰の 血 液脳関門の 超微構造の 特徴を解明 す る た め ， 通常の 超薄切片に 加え ， 凍結割断
レ プ リ カ法 を用 い て15例 の 神経膠腰 の 腰 瘍血管と 4 例の 正 常脳 の 毛細血管の 形態 を電顕的に 観察 し た ．
凍結割断 レ プ リカ 法は広範囲の 細胞膜面 を 一 度 に 観察で き る の で ． 特定 の 膜内構造物 の 分 布密度 や細胞
間接着装置の 観察 に き わ め て適 し た手法で ある ． 正 常脳 と神経膠腰 の 内皮細胞間に は い ずれ も閉鎖帯が
特徴的構造と して 認め ら れ た0 す な わ ち膜内粒子 が連続 し て線条 を形成 し ， 教条か ら30条程度の 線条が
互 い に 吻合 して 網目を形成 し て い る像 が認 め られ た ． し か し ． 神経膠芽腰の 一 部で 腫瘍血 管の 閉鎖帯 に
線条の と ぎれ た 部分が観察 さ れ た ． 血管内皮細胞表面に は飲 み 込 み 小 胞が 細胞質面くP面，pr OtOpla s mic
fa c elで 円形の 陥凹 ， 細胞外面くE面 ， e Xtr a C ellula rfa c elで円形の 隆起と し て 観察さ れた ． そ の 直径 は
お よ そ 60－80n m で あ っ た － 飲 み 込 み 小胞の 分布密度 は正 常脳
，
良性群くlow gr ade gr o upl お よ び悪 性
群くhighgr ade gr o uplの 神経膠腫の 3群問で統計的有意差 は な か っ た ． 小 窓は レ プ リ カ のP 面で 円形 の
陥凹 ， E面で 円 形の 隆起 と し て観察 され ， その 直径は お よ そ 8 0－130n m で あ り 上 底面が 平らで浅 く
，
群
を な して 分布 す る傾向が あ る こ と か ら飲み 込 み 小胞と鑑別 され た ． 15例中 5例の 神経膠腫 で 腫瘍血管 に
小窓の形成が認め ら れ ， そ の 組織像の 内訳 は視神経膠脛 ， 上 衣下巨細胞性星膠腰 ， 原線維性星膠脛及 び
膠芽腫 で あ っ た ． こ の 小窓 は正 常脳で は認 めら れ ず ， 血液脳関門 に 破綻 をき た す 重 要な要素の ひ と つ と
考 えら れ た ．
Key w ords glio m a， blo od－br ain barrie r， fr ee z e－fr acture replic a， fe n estr a－
tio n， pl n O CytO Sis
血 液脳関門くblo od－br ain ba r rie rニB B Blの 形 態学的
根拠と して は脳毛 細血管の 内皮細胞間 に 緊密な閉鎖布
くtightju n ctio nl を 有 す る こ と ， 内 皮 細 胞 に 小 窓
tfe n estr ationl が な い こと ， 飲み 込 み 小胞くpino cyto －
Sisl が少な い こ と ， 連 続し た基 底膜 が存在 する こ と ，
血管周 囲間隙 くpe riv a sc ula r spa c elが 少な い こ と な ど
が 挙げら れ て お り1，
，
血 液脳関門 を欠 く と し1 わ れ て し1
る脳腫瘍 で は その 血 管 に 種々 の 形態学的な変化を お こ
してい る と報告さ れ て い る2 ト 21，． 従来 の 報 告 は そ の ほ
とん どが通常の 超薄切片の 透過電顕 に よ る観察で あ る
ため ， 膜面の 構造 を広い 範囲に わ た っ て 観察 し ， ま た
立体的な三 次元 的構造 をと ら え る に は連続的な切片を
A bbre viatio n s ニB B B， blo od－br ain ba rrierニ
re so nan c eim aging 三E面 ， eXtr a C ellula rfa c eニ
大 量 に 観察せ ね ば な ら ず ， 膨 大 な観察 が 必 要 で あ っ
た ． 神経 膠腫の 血 管に も閉鎖帯が 正常 とお な じく み ら
れ る と す る も の と ， 接合部が 開き ， あ る い は線条が 少
な く 漏 出性 で あ る と す る も の 4I21，が あ る ． ま た ， 神経膠
腫 の 血 管の 飲み 込 み 小胞 は完進し て い ると する も の 21－
と 正 常と 変わ ら な い と す るも の 4，が あ り ， 意見 の 一 致
をみ て い な い ． 神経膠腫の 血管の 小窓は ， 組織学的 に
比 較的良性で あ る視神経膠腰 や 乏突起膠腫 に も 見 られ
る と い う 報告が あ る が 1の1 刀却，， 星状神経膠腫で は 良性 の
組織像を も つ も の で は認 め られ な い とさ れ て い る 21－．
孜々 は神経膠腫 の 腫瘍血管 を通常の 透過竜顔 に 加 え ．
凍結割断 レ プ リ カ法 を用 い て よ り広 い 膜面 を1一 度に 観
C T
，
C O mputed tom ogr aphy 三M R I， m agn etic
P面 ， pr OtOpla s mic fac e
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察す る こ と に よ っ て ， 内皮細胞間 の 閉鎖帯 の 形態 と飲
み 込 み小胞お よ び 小 窓の 分布状態 を定量的に 比較検討
し た ．
対象お よ び 方法
1 ． 神経膠腫 お よ び正 常脳 の 電顕的検索
手術 に よ り摘出さ れ た15例の 神経膠腫 の 腫 瘍組織 を
対象 と したく表 11． 組織診断に は ， 試 料 を3■ 7％ホ ル マ
リ ン で 固定 し ， へ マ トキ シ リ ン エ オ ジ ン 田 即 染色 を
施 した も の を 剛 1 ， 光学顕微鏡 に て 観察 した ． 組織学
的悪性度は W H O の分類 に 従 い ， 悪性度I お よび工1を
良性群 ， m お よ び王Y を悪性群 と した ． 摘出 され た贋瘍
組織の 一 部は直 ち に2．5％グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド で 4
0
C で 2時間以上前回走 を行 い ， オ ス ミ ウ ム に よ る後固
定 を し たの ち ， エ ボ ン ， ア ラ ル ダイ トに て包 埋 した 一
包 埋 した組織 は ， まずガ ラ ス ナ イ フ に て 薄切 して ， ト
ル イ ジ ン ブ ル ー 染色 し ， 光学 顕微鏡 に て 部位 を確認 し
た 後 ． ダイ ヤ 亨 ン ド ナイ フ を 用 い て 薄切 し ， ウ ラ ニ
ー
ム と酢酸鉛で 二 重染色 した ． ま た 一 部 は凍結割断 レ プ
リ カ の試料用に 3m m 角と し ， 2．5％グ ル タ
ー ル ア ル
デ ヒ ド に て 固定 し た の ち ， パ イ プ ラ ト ー ム に て 5 0
声 m の 厚さ に 薄切 し， 組織 の
一 部 を トル イ ジ ン ブ ル ー
で 染色 し， 組織 内に 血管の存在す る こ と を確 か め た ■
水晶形成防止処置と し て ， 10％ グリ セ リ ン に10分間，
Table l． Su m m a ry ofclinic al data
野
20％グ リ セ リ ン に10分間 ， 30％グリ セ リ ン に 1 時間浸
し た ． 試料 を 2枚 の 金 の デ ィ ス ク に は さ み ， こ れ を液
体窒素に て冷却 した フ レ オ ン22を用 い て 急速凍結させ
た 後， Balz er社 くLie chte n stein ， Lie chte n steinlの 凍
結割断装置 くB A E O80 Tl を 用 い て 真 空 内 く2xlO
－ 6
To rr以下 卜 110
0
Cで 割断 し ， 割 断面 に 白金蒸着 し， さ
ら に 炭素蒸着で補強 し ， 双 面 レ プ リ カ を作製 した ． 組
織 を ブ リ ー チ に て 2時間以 上 溶解 し ， レ プ リ カ を蒸留
水に て洗浄 した 後， 100メ ッ シ ュ の 鋼 の グ リ ッ ド面 に
回 収し た ． ま た コ ン ト ロ ー ル と して ， 脳葉切 除術の 際
に 得ら れ た 4 例 の 正 常脳組織 を同様 の方法 に て 処理
し ， 試料 を作製 し た ． こ れ らの 超薄切片お よび レ プリ
カ を 日立 H－600型 ま た は 日本電子 JEM －100 B型 の 電
子 顕微鏡 に て観察 し た ． レ プ リ カ法 に お い て は膜の 内
側半面 を細胞外 か ら み た 場面 が P 面 くpr otoplas mic
fa c el， 反対に 膜 の 外側半面 を細胞内 か ら み た場合が
E面くe xtrac ellula rfa c elと 呼ば れ る
22，
－
レ プ リカ では
血管腔 の 周囲の細胞膜で ， 閉鎖帯お よ び 飲み 込 み 陥凹
くpin o cytotic pitl を もつ 細胞 を内皮細胞膜 と同定した
上 で ， 内皮細胞間の閉鎖帯 の形態 お よ び 内皮細胞膜表
面 の飲 み 込 み 陥凹 と 小窓の 分布 を観察 した ． 凍結割断
レ プ リ カ 法 に よ り得 られ た 各症例 の 飲 み 込 み 陥凹の 分
布密度 ， 小 窓の 観察範囲全体 に 対す る 分布密度， 観察
され た 閉鎖帯 を構成す る 線条の数お よび 総観察面積を
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まと め て表 2 に 示 した ．
飲み 込 み陥凹 の 分 布密度に つ い て は ， 飲 み込 み 陥凹
の 1個以上存在す る血管内皮細胞 の 膜面 を強拡大 に て
写真撮影 し， 比 較的平 坦 な約 5ノノ m
2
の膜面 を ひ と つ の
領域 と して と り ， そ の 各領域 に お け る密度 を求め ， 正
常脳 と良性群 お よ び悪 性群の 3群そ れ ぞ れ に110余 の
領域 を無作為 に 抽出し た ． こ の 抽出数は 3群間の比 較
に際 して検出力 を理 想的 な80へ 9 0％に す る た め で あ
る ．
ま た ， 飲 み込 み 陥凹 の 分布様式に つ い て は
， 前記の
領域に お ける 飲み 込 み 陥凹 の 密度 を 5個ル m 2 ご と に
区切り ， その 度数の 百分率を求 め ， 正 常脳 ， 良性群 ，
悪性群の 3群に お い て
，
そ れ ぞれ 2群間 の密度の分布
に 有意差が あ る か 否 か に つ い て 統 計学的処 理 を行 っ
た ．
工工 ． ラ ッ ト を用 い た 実験
ま た， 組織 の 固定 の 条件 に よ る飲 み 込み 陥凹 の 変化
をみ る た め に 動物実験 を行 っ た ． 3 匹の 雌 W ista r
ラ ッ ト く体重 1 80gl を 用 い た ． 麻 酔 と し て は 体重
100g 当た り0．04mlの ネ ン ブ タ ー ル を腹腔内に 注射 し
た ■ 第 1 匹 は麻酔後 ， 直ち に 断頭し ， 直後 に 関頭 し ，
大脳白質 よ り脳組織 を採取 し ， 3m m 角の 小 片 と し て
4
0
Cの 2－5％ グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド に て 2 時間以 上 浸
潤固定 した 値後浸潤固定賃料 ． 第 2匹 は麻酔後 ， 頸部
よ り両側の頸動脈 を露出後 こ れ をナ イ ロ ン 糸 で結致
し
，
さ ら に 開胸 し て 心 臓 を 結染 し た ． 3 時 間放置 の
後 ， 第 1 匹 と 同様 に 脳組織 を採取 し ， 固定 し た く3 時
間後浸潤固定票判． 第 3匹 は麻酔後 ． 開胸 し ， JL－臓を露
出後 ， 左宴 を 穿刺 し ， 600ml の2．5％ グ ル タ ー ル ア ル
デ ヒ ド に て30分間濯流固定 した ． その 後同様 に 脳組織
を採取 し ， さ ら に 浸潤固定 した く濯流固定群ト ニれ ら
の 3種 の脳組織 を凍結判断 レ プ リカ 法に て レ プ リ カ を
作製 し ， 毛 細血 管内皮細胞を電顕 に て観察 し た ． 膿表
面 に お け る比 較的平 坦 な 5 〆 m
2
の 部位 を ひ と つ の 領
域と し ． 各群の21
，
16， 32の 領域 に お け る飲み 込 み 陥
凹 の 密度 を求 めた ．
1工工． 統計学的検定法
得 ら れ た成績 は す べ て平均値士 標準偏差お よ びN で
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示 し た ． 正 常脳 ， 良性群 ， 悪性群 の 3群間の 飲み 込 み
陥凹 の 密度の 差の 検定 に は 一 元 配置分 散分析法 を用 い
た ． ま た ラ ッ ト を用 い た 実験に お け る固定法の 異 な る
3群間の飲 み込 み 陥凹の 密度の差の検定 に は 一 元 配置
分散分析法 の後 ， Scheffe の 方法 に 従 い 多重比較 を
行 っ た ． 飲み込 み 陥凹 の 分布様式 の 差 の 検定 に は ，
M a n n－ Wh itn ey の 順序カ テ ゴ リ ー に 基 づ く 2群 の 分
布羞の検定法を 用 い た ． pく0．05を有意 と した ，
野
成 績
工 ． 超 薄切 片 に よ る 電 顕所見
1 ． 正 常脳毛細血管
脳毛細血管内皮細胞 は内腔側 の 表面 が 比較的平滑で
あ り ， 表面 の ひ だ形成くS u rfa c einfoldinglは稀 に 認め
るの み で あ っ た く図1al． 隣接す る 内度細胞間に は細胞
間接着装置が認 め られ た が ， 閉鎖帯と 同定で き る もの
Fig． 1a ． An ele ctron microgr aph of a n ultr athin s e ctio n sho wing c apillary
endothelial c ells of the n o r m al br ain ． T hin a nd c o ntin u o u s e ndothelial c ells
and a s u rfa c einfolding くa rr o whe adl a re s e en． Ar r ow show s the ju n ctio n al
ap pa ratu sbetw e e nthe c ellm e mbr a n es． xllOO In s etニ Detailoftheju n ctio n al
appa r atu spointed by the a r ro w． x27500 L，1u m e n．
Fig． 1b． An electr o n micr ograph of an ultr athin se ctio n sho wing a n e ndothelial
c ells of gliobla stom a． T he c ell su rfa c eis ir regula r a nd pa rtially thin ．
Fe n e str atio n s a r e o c c a sio n ally s e e nくa r ro w sl． T hin a nd irr egular ba s e m e nt
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は少な か っ た 一 また 内皮細胞 は常 に あ る程度の 厚み を
保 っ て お り ， 観察 した範囲で は小 窓 は認 め られ な か っ
た ． 内皮細胞 の 外側に は 一 層の 基底膜 が 連続 して 認め
られ た ■ 飲み込 み 陥凹 お よ び飲み 込 み 小胞は 多く の 細
胞に 認 めら れ た ．
2 ． 神経膠腰腫瘍血管
225
神経膠腰 の 腰 瘍血 管は そ の 内腱側表面が 不規則 で あ
り ， 多数の ひ だ形成くSu rfa c einfoldingナや 辺緑部の ひ
だ形成くm a rgin al infoldingナを認め た ． 細胞間接着装
置は常 に 認 め られ た が ， 明 らか に 閉鎖帯 と同定 で きる
も の は少 な か っ た が ， 飲 み込 み 小 胞 はほ と ん どの 細胞





















































Fig． 2a ． An electro n mic r ogr aph sho wing the r eplic a of n or m al c apilla ry
endothelial c ells． T ightju n ctio n sくTJIa re s e e n a s a serie of inter c o n n e ctd
ridge s o nthe P－fac eくPl a nd a s as erie s of gr o o v e s o nthe E－fa c eくEl． T he
n u mber of str a nds a re a r o u nd eightin this c a s e． Pin o cytotic pits くP Pl a r e





Fig－ 2b． An ele ctr o n mic rograph sho wing the replic a of e ndothelial c ells of
aStr O CytO m agr ade III－ T ightju n ctio n sくTJIsimila rto tho s e of n o r m al brain
ar e se e n． Stra nds a r e a r o u nd five to tw elv ehe re■ P in ocytotic pits ta r r o whea－
dsナa r e s c atte red both in the P－fa c eげ1a nd the E－fa c eく即． x lO80．
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も 認め ら れ た ． 内皮細胞の 厚み は不 定で あ り ，
一 部 は
罪薄化 して お り ， 小 窓を形成 し て い る 部位 が認 め ら れ
た 個 瑚 ． 基底膜 は常 に 認 め られ たが ， 厚さ は
一 定で
な く ， 薄い 部分や不 整な 部分 ， あ る い は 多層に な っ て
い る部分が 認め ら れ た ．
H ． 凍結割断 レ プ リ カ に よ る 電 顕 所見
1 ． 閉鎖帯
正 常脳毛細血管の 内皮細胞膜 の E 面及 び P面 の 両者
に 膜内蛋白 が連続 して線条を形成 し ， 線 条が互 い に 吻
合 して 網目 を な し て い た ． 線 条の 数は 数条か ら 多い と
こ ろ で は30条余 り に 及 ん だ ． 膜 内蛋白 は連続性 で あ
り
， 途切 れ た像 は認 め られ な か っ た く図 2如． 神経膠歴
の 血 管内皮細胞膜 に お い て も 同様の 形態 と数 をも つ 閉
鎖帯 が認 め られ たく図 2bl． ま た部分的 に は線条の 途切
れ た 閉鎖帯が認 め られ た く図 2cト
野
2 ． 飲 み込 み 陥凹
飲み 込 み 陥凹 は血管内皮細胞 の 膜表面 に P面 で 円形
の 陥凹 ， E 面 で 円 形 の 隆起 と し て 認 め ら れ た く図
2a，軋 そ の 径 は お よ そ 60旬 80n m で あ っ た ， 膜表 面で
の 飲 み込 み 陥凹 の 分布様式は ， 一 様 で あ っ た り ， 疎な
部位 と密 な 部位 と が 混 在 す る と こ ろ も み ら れ た く図
31． また ， 細胞質が 横断 され た部位で は細胞内 へ 突出
す る飲 み 込 み陥 凹 が飲 み込 み小 胞 に 移行 し て い る の が
観察さ れ た く図 4ト
飲み 込 み 陥凹 の 分布密度 は 正常脳 と良性群 お よ び悪
性群の 3群間 に 統計学的有意差 は認 め ら れ な か っ た
く表 3ト
飲 み込 み陥凹 の 分布様式 に つ い て統 計処理 を 行う
と ， 正 常脳 と良性群 の 間 に は有意差 が認 め ら れ た が
くpく0． 伸 ， 良性群 と悪 性群お よ び正 常脳 と悪 性群 の 間
Fig． 2c－ An ele ctr o n micr ogr aph sho wing the replica of a n endothelial c ellof
gliobla sto m a． Irr egula r a nd disc o ntin u o u stightju n ctio n s a r e s e e n． X37500．
ヒ ト神経膠脛 の 血 管内皮細胞 の 形 態学的研究
Fig． 3． An ele ctro n mic rograph sho wing the r eplic a of e ndothelial c ells of a
gliobla sto m aT Nu m e ro u spin o cytotic pits o nthe P －fa c e a r edistributed in the
宝器冨芸1a三慧三。tく冨諾n苦豊。蒜1in e a r a rray く1a rge ar r o w，． T heir
Fig． 4． Cro s s－fra ctu r ed cytopla s m of the endothelial c ell of a gliobla sto m a．
P ino cytotic pits くP Pl pr otruding into the cytoplasm are s e e n． Pin o cytotic
V e Sicle sくP Vla re als os e en ． x 43200．
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に 有意差は認 め られ な か っ た く図51．
ラ ッ ト を用 い た実験 で は飲 み 込 み 陥凹 の 密 度は 直後
浸潤固定群と湾流固定群の 問に は統計学的有意善が認
め ら れな か っ た が ， 直後浸潤固定群 と 3時間後浸潤固
定群， 3時間後浸潤固定群 と濯流固定群 の 間 に は有意
差が認め ら れ くpく0．01 ， 3時間後浸潤固定群で増加
し て い た く表4ト
3 ． 小窓
小 窓 は レ プ リ カ の P面で 円形の 陥凹 ， E面で 円 形の
隆起 と し て認 めら れ ， 細胞質の 割断さ れ た 部位で は 1
偶の 内皮細胞の 細胞質が薄 く な っ た部分で 血管腔側と
基底膜例の 2枚の 細胞膜が癒合 して い る の が 観察さ れ
た く図 6a，bl． その 直径 は お よ そ 80
へ 130n m と飲 み込
み陥凹 より も 大き く ， 底面は浅 く ， 平ら で あ っ た － ま
た小 窓 は数10個が 群 を な し て 存 在 す る 傾向 に あ っ た
く図 7a， 軋 15例の 神経膠腫の 腫瘍血管 の う ち ， 5例の
腫 瘍血管内皮細胞 に お い て こ の 小窓 の 存在が確認さ れ
た ． こ の う ち ， 3例は 良性群 で ， そ の 組織型 は視神経
Table 3． De n sity ofpin o cyto sisin n o r m al br ain
a nd glio m a s
M e a n士S．D．
くル m21
N。r m a1 9．7士6．5 1 13
Lo w gr ade 7．9士7．7 131
N igh grade lO■2士11 ．3 147
No statistic a11y signi丘c antdiffer e n c e s a m ong gro upS
by o n e
－ W ay a n alysis of v atia n c e．
Nニ Nu mbe rof 5JLrn
2
－ a r ea S C O u nted．
く5 く 10 く15 く 2 0 く 2 5 く 3 0 く 35 く4 Q く 4 5 く 50 く55 く 6 0
De n sily of pin o cyto sis 仙 m
2I
Fig．5． Co rr elatio n betw e en the distributio n
de n sity of pin o cytotic pits a nd the per c e ntage
of frequ e n cy ．
a
pく0．01 by M a n n
． W hitn ey te st
betw e e nthe n o r m al br ain a nd the lo w gr ade
gr Oup．
野
膠腫 ， 上 衣下巨細胞性星 膠塵及 び 原 線推性 星膠腫 で
あ っ た ． また 他の 2 例は 悪性群 で ， 組織 型は い ずれ も
膠芽腰 で あ っ た ． 正 常 脳 で は 4 例 を あわ せ て 12 55月
m
2
の 範囲を 写真撮影 した が ， い ずれ も 小 窓は 観察さ れ
な か っ た ．
考 琴
血液脳関門は ， 中枢神経系に お け る物質の 血 管透過
性の 特異性 に つ い て の 概念で あ る ． Goldm a nは ト リ
パ ン ブ ル ー を家兎 に 静注 す る と脳実質は染 まら な い の
に
， 脳 実質 に 注 入 す る と脳 は染 ま る こ と を観察 した
23，
．
こ の 実験 か ら ， 脳の 血管 に は物質透過 に 関 す る特殊 な
機構 が存在す る こ と が 示 唆さ れ た ■ そ の 軋 色素以外
の各種の 物質を 用 い て 脳血 管の 透過性 が調 べ られ た －
す な わ ち ， 銀粒子
24I25l
，




チ ン 耶 1憤 どを経 口投与 ， ま た は血 管内， な ら びに 髄液
艦 か ら 注入 し て 電顕的 に これ を観察 し ， 血 液脳関門の
実態 は脳の 毛細血管内皮細胞 に あ る こ と が 証明 さ れ
た ． そ の 形態学的根拠と して は ， 他 の 臓 器の 毛 細血管
と 比 較 して ， 内 皮細胞間 に 緊密 な閉鎖帯 を有 す る こ
と ， 飲 み 込 み 小胞 が 少な い こ と ， 小 窓 を 有 し な い こ
と ， 内皮細胞 の 外側 に
一 層の 連続 した 基 底膜が存在す
る こ と
，
基底膜外表面の 大部分 は星 状膠細胞 とそ の 突




に 脳腫瘍は コ ン ピ ュ ー タ ー 断層画像くC Tl や核磁気共
鳴画像 くM R工1 に お い て 造 影剤 の 注入 に よ り 増強さ れ
る こ と ， ある い は核医学検査 に て R工の 集積を認 める
こ と な どよ り血 液脳関門 が破綻 し て い る と さ れ て き
た ． そ の 形態学的根拠 と し て は正 常脳 毛 細血管と腫瘍
血管 の 構造 の 違 い ， す な わ ち 内皮細胞間 の 閉鎖帯， 飲
み込 み 小 窓の 分布 ， 小 窓 の 相 違 な ど に 求 め ら れ てき
た ．
脳腫 瘍血管の 形態 に 関 する 報告は数多く あ るが ， そ
の ほ と ん どが 通常の 超薄切片 に よ る 報告で あ る ． 凍結
割断レ プ リ カ法 は ， 生物 の 微細構造 を瞬間的 に凍結す
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pく0．01 by o n e
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る こ と に よ り 生 き た状態 の ま ま組織 を保存す る 方法と
して Ste ere に よ り 開発 され た
32I
． ニ の 方法で は ， 割断
の 際に 二 重膜 の 内部 ， つ ま り脂質の 疎水性の 部分で 割
れ． 内在す る 蛋白分子 が どち らか に 含 まれ る の で膜 内
の 構造が広い 範囲で観察 で き ， 細胞 表面の 形 態や細胞
間接着装置を み る上 で ， 極 めて 有用 で あ る 却 ． ニ の 方
法で は ， 膜 の 内側半面 を細胞外か らみ た 場合 が P 面，
反対に 膜の 外側半面 を細胞内か ら み た場合が E 面と呼
ばれ てい る22I．
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閉鎖帯は細胞間の 物質輸送 を制限す る構造 で あ り ，
その 幅の 広 さ と
，
ま た それ を構成す る 線条の 数と ， 接
合装置と して の 緊密度 は相関す る こ と が 知 ら れ て い
る
鋸I
． また ， レ プリ カ に よ る観察で ネ コ の 脳 の 脈 絡叢
と最後野 の 毛 細血 管に は閉鎖帯を構成す る線条の非連
続性が認め ら れ た との 報告が あ る誠1． 神経膠 腰 の 腫瘍
血管の 閉鎖帯 に つtl て は必ず しも緊密度を保 っ て お ら
ず ， 血液脳関門の 破綻の 重要な要素 で あ る と の 報 告も
あ る が
2－
， 神経膠 腰に お い て は離閲 し た 閉鎖帯 を認 め
Fig．6a ． An ele ctro n mic rogr aph sho w lng the replic a of e ndothelial c ells of an
Optic glio m a． Fenestr ation s a re se enin clu ste rs． L， lu m e n． x 1500．







Fig． 6b． A highe r m agnific atio n ofthe up pe r right c o r n e r of Fig．6a ． Fe n e str at－
io n s at the bo rde r of the P－ tPl a nd the E－fa c eく即 whe r ethe cytopla s mくCl
be c om esthin n e r a nd tw o m e mbr a n e s a r e atta ched togethe rくarT O W Sl． x3600．
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な い と の 報告 も 多く ， 離間 し た閉鎖帯が 不 良 な 固定 に
よ る ア ー チ フ ァ ク トで あ る 可能性 も 示 唆 さ れ て い
る
3－
． 本研究に お い て ， レ プ リ カ 面 で 観 察さ れ た 正 常
脳 と神経膠腫 の毛細血管の 閉鎖帯 は い ずれ も基 本的 に
は 連続 した膜内粒子 か ら な る線条 に よ っ て構成 さ れ て
い た － しか も ， 線 条は数条以 上 の 網目 を構築 し ， 非漏
出性の形態 を保持 し て い る様 に み え た ． し か し ， 本法
で は ， 組織 内で割断され る部位 は偶然に 頼 る と こ ろ が
大き い の で
， 閉鎖帯 が全幅 に わ た り割断され る こ と は
む しろ ま れ と 考え ら れ る ． そ の た め ， 観察 さ れ た線条
の数か ら そ の 閉鎖帯 の緊密度 を比較評価 す る の は 困難
と思わ れ た ． た だ神経膠脛の 内皮細胞 の 閉鎖帯 に は ，
ア ー チ フ ァ ク トと は 考え られ な い 非連続性 の線条が観
察さ れ ， 閉鎖帯 と し ての 機能が破綻 し て い る部分が あ
る こ と を示 して い た0
飲み 込 み小胞 は経細胞的な血管透過性 に 役割 を果 た
す 機構 で あ る ． レ プ リ カ法 を用 い た研究 で各臓器の毛
野
純血管の 膜面 に お け る密度が調 べ られ て お り ， その 値
は 1ノ上 m
2当 た り横隔膜で78個 ， 心筋 で89個 ， 膵臓 で26
個 ， 小腸粘膜 で10個 と報告さ れ て い る 誠，． 脳 毛細血 管
に お け る飲み 込 み小胞の 密度 に つ い て は ， ラ ッ トの 脳
毛細血管の レ プ リカ 面 で 1ノノ m
2当た り 8個 珊 ， お よ び
5個お－， ま た超薄切片 の 細胞質内で ヒ ト の 毛 細血管の
飲み 込 み 小窓 が 1 〆 m 2 あ た り3． 7個 と い う 報告 が あ
る
ヰー
． 飲 み込 み小胞 は種々 の 生体 の環境変化 に 伴 い
変化す る こ と が 知 ら れ て い る ． す な わ ち ， 放射線照
射 卸 ， 高血 圧 ， て ん か ん発作 ， 脳虚血3佃 Iな ど に よ り完
進す る こ とや 温度の低下や pH の 上昇 ， 代謝の 阻害に
よ り減少す る こ とが 報告さ れ て い る41－． そ こ で ， 動物
実験に て 脳組織 の固定条件を変 えて 飲 み 込 み 陥凹 の 分
エ










































Fig． 7a． An ele ctron mic r ograph sho wing the r eplic a of an e ndothelial c ell of a gliobla sto m a．
Fen e str atio n sくF Nl a re s e e nin clu ster s． xlO800．
Fig．7b． A higher m agnific ation of the re cta ngle in Fig． 7a， Sho w l ng fene str atio n s． T hey sho w
Cir c ula r ele v atio n s o nthe E－face． Their dia m eter s a r e abo ut 80－1 30n m． x54000．
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布密度 を測定し た ． 濯流固定法は ， 生体組織 の 状態 を
形態学的に 保 つ の に 最適 な方法と考 えら れ る ． 臨床材
料と して の ヒ ト脳腫瘍 は濯流固定で固定す る の は不 可
能で ある ． し か し ， 今 回 の 実験 で の 直後浸潤固定群
は， 臨床 に お け る ヒ ト脳腫癌の 採取 な ら び に 固定 に 相
当し ， 直後浸潤固定群 と潜流国定群 の 間に 飲 み込 み 陥
凹の 分布密度 に 統計学的有意差 を認 め な か っ た こ と に
よ り ， 臨床材料の 固定と して の 浸潤固定 は十分 に 信頼
性があ る と考 え られ る ． ま た ， 3時 間後浸潤固定群 は
他の 2群 に 比 較 して 飲み 込 み 陥凹が 有意 に 冗進 して お
り， 虚血 の際 に 飲み 込 み 小窓が元進 し た と す る過去の
報告
37 拍00
と よ く 一 致 し た ． 神経膠腰 の 腰 癌血 管 に お い
ては ， 飲 み込 み 小胞 が 克進し て い る と す る もの と 正 常
と比 較し て差が な い 車 とす る 立場 が あ り ， 我 々 の 成 績
は後者を支持す る も の と な っ た ， 今 回飲 み込 み陥凹 の
分布様式の 検定に 用 い た M a n n－ Whitn ey 法 は 順序 を
も つ カ テ ゴ リ ー と そ の頻度 の分布が比較 す る 2群間 に
お い て有意差がある か 否か を検定す る方法 で ある ． レ
プリカ に お ける飲 み込 み 陥凹 の 密度 と分布の 定量 的解
析を行っ た の は今 回 我々 が初 め てと 思わ れ る ． その 結
果， 正 常群と悪 性群 ， 良性群と 悪 性群の 間 に は 飲み 込
み陥凹の 密度お よ び そ の 分布様式に 統計学的有意差 が
認められ な か っ た ． し か し正 常群と良性群の 間で は 平
均密度 その も の は ほ と ん ど同 じで あ っ た が ， 分布様式
にわ ずか な統計学的有意差が認 めら れ た ． こ れ は
， 主
に 5個ル m 2未満 の 分布の 相違 に よ る も の で あ り ， 本
研究の写 真撮影 の 方 法 に 起因す る 可能性が あ る ． す な
わち ， 0個ル m 2 の 領域 は ， 内皮細胞膜 と し て 同定 し
難い ため に
，
意図的 に 統計処理 か ら は ず して あ る の は




の 領域 に 近 い 領
域の抽出が 3群間 で 一 定 して な か っ た 可 能性 で あ る ．
正常状態で は小窓 は血 液脳 関門の 欠如す る 松果体 ，
下垂体
，
脈絡黄 ， 視床下部 ． 最後野 ， 交連器 官な ど の
特殊な領域 に 存在 し ， 血 管と 周 囲実質と の 問の 物質交
換に大き な役割 を果 たす 機構と さ れ て い る 伽 ，． 非 腫





レ ル ギ ー 性脳 脊髄炎亜， に 認 めら れ ， 脳血 液関門の 破綻
と血管透過性の 克進 に 関与す る と報告さ れ て い る 421．
脳腫瘍で は ， 神経膠 腰以 外の 腰 臥 す な わ ち髄膜腰5，，
神経鞄腫5I
一 刀
， 脈絡叢乳頭腫 8I， 頭 蓋咽 頭腫 9I， 下 垂 体腺
腰10I， 悪性黒 色腫11I， 血 管芽脛12，， 頭蓋 内原発悪性リ ン
パ 腫13－， 転移性腫瘍14－1 5，な どお よ び ラ ッ ト の エ チ ル ニ ト
ロ ソ ウレ ア誘発 神経膠腫49Iに お い て は そ の 腫瘍血管 に
叫 般に み られ る構造 で あ る ． 神経膠歴 の 腫 瘍血 管の 小
窓は ， 視神経膠腰16仰 ， 髄芽腰 叫 ， 星 芽腰19－， 乏 突起 膠
腰
加－
， 膠 芽腰 抑 な どに 少数の 報告が み ら れ る の み で あ
る ． 小窓 は ， 血 管腔側 と基底膜側 の 2 枚 の 膜が 癒合
し ト 超薄切 片で は隔膜が存在 する と い わ れ てき たが ，
そ の 中に 8個前後の小孔 くporel が開 い て い る 構造 で
あ る こ とが デ ィ ー プ エ ッ チ レ プ リカ 法を用 い た研究 に
よ り知 られ て お り
加－
．
また 血祭成分や高分子 の 透過性
の 高し1 ニ と も確 か め られ て い る51Iこ と か ら
， 神経膠腫
に お い て も血 液脳関門の 破綻 の 重要な要素の ひ とつ で
あ る と考 え られ る ． ダリ ア 系の 腫 瘍血管 は小窓 をも た
な い
．
す なわ ち無窓血管で あ り ， 非グ リ ア系の 腫瘍お
よ び転移性腰瘍の 腰 瘍血 管は小窓 をも つ ， す なわ ち 有
窓血管 で あ る こ と を
， 脳腰 瘍の 血管の形態 は その 発生
母地の 血 管の 性格 を引き継 ぐ とい う 考え方 で 説明す る
報告 もあ る211． 今 回 ， 血管に 小窓 を認め た 5 例 の 腫瘍
の 部位 は それ ぞれ 視神経 ， 脳室内 ， 側脳室 三 角部 ， 頚
髄延髄移行部 ， 側頭 後頭葉 で あ り ， 血 液脳関門 を欠く
組織 に 近接 し た もの が 多く ， 腫瘍血管 の 起源 を考え る
上 で の ひ とつ の 参 考 に な る か も しれ な い ． し か し ま
た ， たと え血 液脳関門を欠く組織 に 近 くて も ． 発生母
地が それ らの 組織で あ る と い う 証拠は腫瘍細胞 の 組織
像か ら は読み と れ な い の も事実 で あ る ． ま た逆 に ， 例
えば 側脳室三角部 に発生 し た膠芽腫 で も ． ノJl窓が 認 め
られ た も の と 認め ら れ な か っ たも の が あり ， 発 生部位
に よ っ て 直ち に 小 窓の 有無 を判別す る こ と は で き な
い ． ま た
， 脳 幹 に発 生し た原線維性星膠腫の 症例は ，
再発例で あ り ， 放射線治療も な さ れ てお り ， そ の 影響
も 少な か らずあ る も の と思 わ れ る ． 今回 ， 我 々 は通常
の 超薄切 片に 加 え ． 凍結 割断 レ プ リ カ 法 に よ り 観察
し ， 比 較 的良性 の 組織像 をも つ 神経膠脛の 腰瘍血 管に
も 少な か ら ず小 窓を認 め た ． し か も ， 既に 報告 の あ る
視神経膠 腰 の み な ら ず ， 上 衣下巨細胞性屋膠贋 や放射
線照射後 で は あ る が 原線維性星 膠 贋 に す ら 観察さ れ
た ． こ れ ら の 良性神経膠歴 の 組織像 をみ る と ， そ の 主
た る構築細胞 の う ち星 細胞由来の 腫 瘍細胞 は視神経膠
腫 で は毛 様細胞性 で あ り ， 上 衣下巨細胞性星膠腫 で は
肥大細胞性 で あ り ， 原 線維性 星膠腰 で は非双 極性 の 突
起 を も ち ， 原線椎性 で あ り ， それ ぞれ 異な っ て い る ，
し か し
， 前 二 者 に ほ い ずれ も細胞間隙が認 め ら れ ． 殊
に 毛 様細胞性星膠脛 で は 著明 で ある ． ま た ， 視神経膠
歴 と上 衣 下巨細胞性星膠脛は腫 瘍の 部分が C Tス キ ャ
ン上 い ずれ も造影 剤 で 増強さ れた ． した が っ て術前診
断と し て ， 神経膠 腰 の C T上 の 増強効果の 存在 は ， 組
織型 の 悪 性度 を問わ ず ， 腫瘍血 管内皮細胞 の 小 窓 の 存
在 と相関が ある こ と が 示 唆さ れる ． 以 前の 報告 に 比 べ
て多数の 神経膠腫 の 腫瘍血管 に 小窓が認 め られ た こ と
は ， レ プ リ カ 法 に よ り膜面を広範囲に 観察 で き た た め
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と 思わ れ る ． ま た ， 今回 レ プ リ カで 観察 し た範囲 は腫
瘍全体 の ごく 一 部 で あ り ， さ ら に 多く の 神経膠腫 に お
い て も 内皮細胞 の小窓が存在す る可能性が あ る と思 わ
れ る ． しか しま た ， す べ ての 神経膠腫 に 内皮 の小窓 が
存在す る と も 限ら ず
，
小窓の 他 に も膜表面や 辺 綾部 の
ひ だ 形成な ど， 膜 自体が 突起 を出し て血 祭成分 を取 り
込む機構や ， 不境則 な基底膜 な ども血液脳関門の 破綻
の要因 と して 挙げる こ とが で き る と 考え られ る ．
結 論
神経膠腫の腫瘍血管の超微形態 を通常 の 超薄切片に
加 え ， 凍結割断 レ プ リ カ 法を用 い て 観察 し， 正 常脳組
織 の毛細血管 と比較 した ．
1 ． 内皮細胞の小窓は検索 した15例の 神経膠腰 の う
ち 5例 に み られ ， 血液脳関門の破綻 を示 唆 した ． こ の
組織像 は視神経膠腫 ， 上 衣下巨細胞性星膠腫 ， 毛横紙
胞性星膠腫 お よ び膠芽腰 で あ っ た ．
2 ． 神経膠魔 の血 管内皮細胞 に は正 常脳と同様の 形
態 をも つ 閉鎖帯が認 め られ た が ， 一 部 に は 線条の 非連
続性が認 め られ ， 血液脳関門の 破綻 を示 唆 した ．
3 ． 内皮細胞 の 飲 み込 み 陥凹 は 良性群お よ び 悪 性群
の神経膠腰 の間で その 分布に 統計的有意差 はな く ， い
ずれ に も正 常脳 と同程度の密度で分布 して い た ．
以上の 結果か ら ， ヒ ト神経膠脛 にお け る血液脳関門
の形態学的な破綻 の 要素 と して ， 血管内皮細胞の小窓
の形成 と閉鎖帯 の部分的 な非連続性が 重 要 と考 え られ
る ．
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